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5ANEMIA INFECCIOSA EQUINA 
Diagnóstico serológico específico * 
Josc Julio Monteverde**
Sr. Presidente. 
Sres. Académicos:
Tengo el honor de dirigirme a ustedes para referirme a un tema relacionado con una enfermedad ya tratada en esta Academia 
En su preparación se ha apelado a la experiencia acumulada en los últimos años 1Jl1. una parte de la cual publicamos uy otra es aún inédita y formada por correspondencia particular, datos proceden­tes de trabajos *** y contactos personales ****. 
Si algunos vaticinios r’- se cumplen, en estos últimos 10 años la AIE en el país debe haber variado en extensión e incidencia, lo que se apreciará mejor cuando la serologia específica se aplique a la epi-
* Comunicacicin efectuada en la sesión del 12 de setiembre de 1973. Aca­demia Nacional de Agronomía y Veterinaria. Buenos Aires, Argentina.** Académico de Número en la Academia Nacional de Agronomía y Ve­terinaria. Argentina. Profesor titular de Microbiología en la Facultad de Cien­cias Veterinarias de la Universidad de Buenos Aires (1973).***■ En colaboración con H. J. Monteverde y M. C. Monteverde.**** Dr. J. B. Teigland, Florida, USA (H. J. M.. 1973); Prof. V. Saurino. Atlantic. Univ., Florida, USA (J. J. M., 1965); Dr. L. Coggins, Cornell Univ. Jthaca, New York, USA (H. J. M.. 1973); Dres. W. L. Sippel y J. H. Gainer. Agr. Exp. St. Kissi.mme, Florida, USA (J. J. M., 1965); Prof. Dr. B. Toma. Picóle Méd. Vét., AJfort, París (H. J. M.. 1973; J. J. M!, 1955); Dres. R.W. Moore y C. Livingston, Texas Univ.. College Station. USA (J. J. M„ 1965); Prof. C. Corst, Hannover (J. J. M., 1965).
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zootiología. Parejamente es comprensible de que al incremento de casos clínicos deba corresponderá uno superior de enfermos asinto- máticos.
Son varios los criadores que poseen experiencia acerca del sig­nificado de la AIE y algunos han abandonado la actividad después de sufrir severas pérdidas. Merece destacarse que quienes, entendien­do el problema, implantaron en las explotaciones las medidas perti­nentes. es porque tal vez debe haber influido el criterio de que las improvisaciones, al menos en este caso, deben ser inexorablemente eliminadas.
Quienes actúan con equinos destinados a diferentes actividades deportivas suelen ahora tener conocimientos más apropiados sobre las consecuencias de la AIE; algunos han sido testigos de pérdidas por animales enfermos y muertos y tienen de ello recuerdos que los llevan a una situación angustiante al sólo pensar que entre los ani­males a su cuidado pueda presentarse algún enfermo o hallarse un infectado con virus de AIE.
Ha sido alentador comprobar que en nuestro país existen efica­ces colaboradores en la lucha contra la AIE y todo parecería indicar que si antes a veces se trataba de evitar o suplantar al veterinario, 
ahora esta actitud está variando.
Con el propósito de situar a los oyentes en el tema, se citarán, someramente, algunos aspectos de la AIE referentes a datos clínicos y semiológicos. infección viral y anticuerpos específicos (Apéndice).
Las pruebas serológicas aplicadas al diagnóstico de la AIE 16-lí;-1!l
2'.i-3 6-3 7-39-4 0-41-45-46-17-49-50- 61-G2-66-67-68-75-79-80-87-90 hcin OCUJ)3(ÍO V 0CU|)3H
la atención de investigadores de varios países, principalmente en aque­llos donde la AIE prevalece (EE. UU.. Canadá. Francia y Ja’pón); también en Argentina se ha presentado una nota previa al respecto En la presente comunicación solo se hará referencia al procedimiento específico recomendado por Coggins y Norcross (C-N). inspirado en el método de precipitación de doble difusión en gel de agar descripto por Outchterlony 7I’. en el que se produce la migración del antígeno desde un lado y la del anticuerpo específico desde otro y que permite observar la precipitación en la zona óptima de conjunción de ambos.
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A continuación se presentarán varias figuras, que se irán expli­cando. para aclarar detalles técnicos y que se tratan con más exten­sión en el Apéndice.
Se ha demostrado que el procedimiento preconizado por C-N per­mite detectar reacciones específicas antígeno-anticuerpo en la AIE y de allí su justificada importancia. El antígeno de AIE preparado con pulpa esplénica y conteniendo virus activo, ha sido sometido a puri­ficaciones que permitieron mejorar la prueba y aún se esperan per­feccionamientos; por otra parte, antígeno preparado con virus AIE procedente de cultivos “in vitro” en leucocitos equinos, también ha resultado apropiado 31-32-33-34-35-66-67-68 dando lugar a pruebas ostensi­
bles frente a anticuerpos completos.
Conviene recordar que el antígeno específico también se puede obtener de tejidos tales, como por ejemplo, pulmón, timo y ganglios linfáticos de animales experimentalmente infectados con una cepa muy agresora de virus AIE como lo es la cepa Wyoming. Aspectos importantes en la obtención de un buen antígeno son: el momento adecuado para extraer el órgano elegido, la forma de obtenerlo, el procesado y los controles a que debe ser sometido.
En general la lectura de las pruebas precipitantes se realiza lue­go de 48 y 96 horas, a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) aunque no hay que desechar la aparición de reacciones tardías a los 6-9 días.
La concepción del acantonamiento o concentración de virus pa­tógenos en determinadas áreas del organismo de especies animales susceptibles y en momentos definidos de la actividad viral, es cono­cida desde hace tiempo y el mérito de C-N es el haberla aplicado para AIE. Lo que es válido para la multiplicación y acantonamiento del virus de AIE en el organismo equino puede aplicarse también para el anticuerpo específico, es decir que en un animal infectado pue­de aceptarse que también el anticuerpo sufrirá concentraciones en algunas áreas.
Está demostrado "-fi"-8*-87 que. en el organismo infectado experi­mentalmente. a medida que transcurre el tiempo se forma anticuer­po específico, detectable por el método C-N. Es así que. efectuando
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valoraciones periódicas en el suero sanguíneo de animales con o sin sintomatología clínica, se ha podido tener una idea al respecto y así para un mismo animal se ha hallado < 1:16 o 1:128 como título precipitante del suero. (Figura H).
Hasta ahora no se han presentado pruebas documentadas de que exista comunidad antigénica con otros virus patógenos para equi­nos; sin embargo en este punto lo aconsejable es no ser categórico ya que sólo se ha investigado en forma ciertamente restringida. Con res­pecto a bacterias y hongos inferiores o a respuestas por introducción ele sustancias complejas (terapia celular, etc.) aún queda bastante por conocer y lo prudente es no apresurarse. Si en algún momento se de­mostrara por ejemplo, algún defecto en la especificidad por comuni­dad antigénica. entonces las valoraciones de tipo cualitativo podrían disminuir su actual relevancia.
No se conoce mucho sobre la influencia que tiene en la infección experimental la raza. edad, características del área de mantenimiento, ídimentacicn. estado sanitario, dosis, cepa de virus y vía de penetra­ción; influyen, sin embargo, separada o conjuntamente, entre otras cosas, en la aparición y concentración del anticuerpo circulante, re- velable por el método de C-N o en la concentración viral en determi­
nados territorios orgánicos.
La prueba C-N revela el anticuerpo específico recién alrededor de 20 días después de la inoculación experimental de virus. Esto re­quiere aclaraciones ya que se ha demostrado que este período varía y que a veces la aparición del anticuerpo específico puede adelantar­se en unos días o letrasarse en otros; aún después de 45 días puede, excepcionalmente, no detectarse.
Hay autores que sostienen 8’’ que una vez que el anticuerpo AIE se revela, se mantiene en el organismo infectado. Una afirmación de este tipo necesita confirmación más amplia, pero lo aconsejable es tomarla con cautela si es que ello implica "‘de por vida ’. No debería extrañar que. en determinados momentos de la infección en que se esperaría la presencia de anticuerpos circulantes, se demostrara que estos, por fluctuación en la concentración, no fueran detectables por la prueba de C-N; además en algunos sujetos y aún si se quiere como excepción, puede ocurrir que estando infectados y en tiempo adecua­
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do, no se detecten anticuerpos. Es correcto entonces sospechar que, tanto el virus ATE como su respectivo anticuerpo circulante, en el or­ganismo infectado fluctúan.
Está claro que existe un lapso en que el método serológico C-N no revela anticuerpos específicos en el animal infectado, es (íecir que éste resulta serológicamente negativo. Quien desconociendo este an­tecedente deba emitir diagnóstico de certeza a propósio de AIE debe conocer estas limitaciones. De no ser así un ejemplar que constituye una fuente de virus activo puede ingresar en un establecimiento de cría o ser destinado a otras actividades (deporte, trabajo).
Otro aspecto que requiere más información y estudio es el de saber si los casos de AIE de infección natural, en diferentes lugares, reaccionan positivamente en la prueba de C-N de la misma manera que los casos de infección experimental.
Podría existir apresuramiento si se llegara a afirmar las bonda­des de un procedimiento diagnóstico y no está de más expresar que lo que como reactivo biológico funciona bien en una determinada área del globo, en otra no tendría tanto éxito.
También después de haberse realizado en un país centenares o millares de pruebas serológicas por el método de C-N. empleando un antígeno preparado por ejemplo con la cepa Wyoming puede no lle­garse a descubrir su justa utilidad. Por lo tanto no convendría hacer afirmaciones en forma generalizada; en efecto, si bien puede llegar­se a detectar casos positivos confirmados, también podrían presentarse casos confirmados como serológicamente negativos. No debe excluir­se la posibilidad de que existan enfermos de AIE capaces de reaccio­nar con otros antígenos distintos de los preparados con la cepa Wyo- ming.En materia de agentes virales y bacterianos patógenos, el con­cepto de pluralidad no es nuevo, como tampoco lo es el de unidad.
Para el caso de Argentina se puede sostener que un antígeno preparado con pulpa de bazo equino (cepa Wyoming) funciona co­rrectamente para detectar algunos casos de AIE. pero sería prema­turo afirmar su eficiencia en todos *. Debe entendederse que no se está negando que un reactivo así pueda funcionar satisfactoriamente en todos los casos, sino diciendo que sería prudente investigar más.
* J. J. Monteverde (inédito).
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Se evitará entrar en otros aspectos relativos al lapso en que se puede apreciar ausencia de anticuerpo circulante en sujetos experi­mentalmente infectados por virus AIE (dosis bajas de ciertas cepas de virus en animales de determinadas razas o con defectos de síntesis de anticuerpo, edades variables, etc.), para considerar solamente el registro de anticuerpos específicos para AIE en sujetos que no están infectados por virus activo de AIE.
Se ha demostrado que cuando una yegua infectada, que posee anticuerpo circulante para AIE. amamanta una cría virgen de infec­ción, el calostro le transfiere a ésta anticuerpo específico el que se revela hasta alrededor de los 6 meses de edad por la prueba de C-N que resulta positiva sin que por ello la cria esté infectada con virus AIE. Se puede obtener así un animal positivo serológico. que no tie­ne infección demostrable de AIE. pero cuya reacción C-N positiva, franca al principio, se va debilitando para desaparecer unos 6 meses después. Esto no significa que una madre infectada no sea capaz, en circunstancias especiales, de infectar a la cría.
Si una madre es C-N positiva, su cría debe ser controlada seria­damente a partir del primer mes de edad y hasta el sexto mes. antes de decidir un diagnóstico de infección.
Aparte de esto sería aventurado sostener que un animal, repe­tidas veces inoculado con materiales conteniendo virus inactivado de AIE. no presentará algún tipo de reacción precipitante específica, sin estar infectado por AIE. Es así que la vacunación profiláctica de la AIE. campo sobre el que se trabaja, probablemente influirá sobre los métodos serológicos de diagnóstico. La vacunación profiláctica de equinos, presumiblemente se hará empleando virus de alguna ma­nera modificado o inactivado lo que puede generar anticuerpos simi­lares a los que ahora resultan útiles para el diagnóstico.
Repetimos: un equino experimentalmente infectado con virus de AIE. con o sin síntomas de AIE. puede presentar una reacc:ón de C-N negativa pero después de un lapso prudencial puede darla po­sitiva. Lo precedente señala una limitación ya que podría tratarse de un caso que. si es mantenido aislado, sin riesgo para otros animales, hasta el momento en que la repetición de la prueba de C-N demues­tra que es positivo, no supone mayor peligro de contagio; pero un
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animal en estas condiciones debe ser eliminado o debidamente mar­cado y aislado.
Lo precedente se refiere al caso de un animal deliberadamente infectado con virus AIE. pero esto mismo puede ocurrir en casos de infección natural, aún cuando muchos de ellos sean en realidad casos de infección provocada en los que han ocurrido descargas de virus activo relativamente pequeñas (por ignorancia o incumplimiento de las medidas que se deben tener presentes para no propagar esta en­fermedad) .
Respecto a esto, en algunos países no siempre se consulta al ve­terinario para la atención de equinos, por lo que a veces intervienen en el tratamiento de enfermos de AIE personas no habilitadas que pueden, a veces, obtener aparente éxito.
Un animal en esas condiciones es peligroso si está en contacto con otros a los que podría infectar por intermedio de mosquitos, mos­cas bravas, tábanos, contactos con mucosas, heridas, coito, gestación, medicamentos, instrumentos, maniobras semiológicas. comederos, be­bederos, medios de transporte, mangas, boxes. baldes, etc. Un animal recientemente infectado podría darse como sano y aún serológicamente negativo (C-N). situación que cambiaría al conocerse los resultados de la repetición de las pruebas de C-N, 15 a 30 días más adelante. Se suelen presentar aspectos colaterales entre los que merecen citarse la resistencia a admitir que un animal aparentemente normal pueda estar infectado, originándose dudas, ocultamientos y consultas de opi­niones diversas, todo lo que a veces conduce a una pérdida de tiempo que puede obrar favoreciendo el contagio.
En estas situaciones la inoculación experimental puede a vece« ayudar, pero es necesario realizarla con ciertos requisitos para que sea válida o aún para interpretar correctamente los resultados.En el supuesto que se decida tratar animales, que se sabe están infectados con AIE. la autoridad sanitaria deberá estar enterada y otorgar la respectiva autorización.
Nadie deberá asombrarse que algunos animales infectados me­joren y aún que aparezcan como aparentemente curados y. más aún. que sean ganadores de carreras u otros eventos; pero esos animales
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pueden dar origen a contagios siendo así que en algunas partes se hen muerto o se ha debido eliminar a todos los animales alojados en un mismo stud dedicado a animales de carrera o se han diezmado o destruido los existentes en establecimientos de cría. Es conocido el caso de animales destinados a competencias internacionales que de­bieron ser eliminados por estar enfermos con AIE.
Los países que tengan AIE deberán meditar detenidamente la política sanitaria a seguir en el área interna y en la internacional.
La prueba serológica según el procedimiento de C-N es una im­portante herramienta para el diagnóstico específico de la AIE a la que se otorga un elevado porciento de seguridad, como toda prueba biológica tiene sin embargo limitaciones y debe conocerse su apro­piada utilización en la lucha contra la AIE.
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APENDICE (*)
GENERALIDADES
En la anemia infecciosa equina (AIE) se han señalado los cursos agudo, subagudo y crónico, pudiendo también presentarse animales infectados asintomá- ticos (formas latentes). Algunos animales pueden haber tenido antecedentes clí­nicos de AIE y presentar aparente normalidad, en forma espontánea o provocada, pur tratamiento de los síntomas ya que aún no se conoce la existencia de trata­miento específico. La AIE es una enfermedad que, a .medida que transcurre, suele originar crisis revelables.
El descubrimiento de los animales asintomáticcs no es sencillo aunque ahora su hallazgo se ha simplificado aplicando el método de Coggins-Norcross (C-N), D?be recordarse que el descubrimiento de animales asintomáticos mediante inocu­laciones experimentales a equinos tiene varias exigencias, entre éstas que si el material infectante es suero sanguíneo y la dosis no es apropiada (puede requ? rirse una tan voluminosa como de unos 100 cc.) los resultados pueden ser nega­tivos; que a veces se requiere el empleo de volúmenes elevados de sangre total siendo mejor que aplicar suero sanguíneo solo; que se requieren animales suscepti­bles que se haya demostrado que no están infectados con virus AIE, por lo que se debe ser precavido al emplear animales procedentes de áreas donde la AI'É es prevalcnte. Los animales inoculados, a su vez, deberán controlarse cuidadosamente, en ambientes adecuados, pudiendo ocurrir que no necesariamente en todos los ca sos se produzca la reproducción de la enfermedad con típicas evidencias extra- serológicas.
En animales inoculados con virus AIE a veces no se producen respuestas clínicas en lapsos inferiores a 60 ¿íes lo que obliga a suponer que en condicio­nes naturales también podría ocurrir y tal vez con frecuencia, pero aún así no podría sostenerse que no se presentarán crisis de AIE.
La reacción de 'C-N en asintomáticos puede presentarse como débil o dudosa no debiendo descariarse la existencia de períodos en que el anticuerpo no sea detectable por este procedimiento.
Hay publicaciones 9-15-16-21-23-24-25-28-30-52-55-56-64-65-80-81-82-84-86 que se refie­ren a la sintomatología de la AIE: fiebre intermitente, respiración y latidos car­díacos acelerados, pérdida de peso, edemas, anemia, astenia, epistaxis, petequias sublinguales, hemorragias en membranas clignotantes, mucosas pálidas, facies in­fecciosa, materias fecales hemorrágicas, diarrea.
El nombre dado a la enfermedad señala un síntoma contundente: la anemia; sin embargo debe señalarse que en el curso de la misma no siempre se registra anemia (Figuras E, F y G), es decir que este dato no es constante siendo enton­ces perfectamente posible que la información de: hematocrito, hemoglobina y gló­
(*) Algunas partes del Apéndice corresponden al contenido de trabajos ci­tados en la bibliografía.
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bulos rojos x rum3 pueda ser similar a la de animales aparentemente normales. Lo precedente también es válido respecto de fórmula leucocitaria, cuenta por mm3 
co glóbulos blancos, eritrosedimentación, siderofagos circulantes, valor aldolasa, 
vblor dehidrogenasa láctica, proporción albúmina/globulina y contenido de lipo- 
proteínas en suero.
Es aceptado por especialistas que la AIE es una enfermedad que presen­tí' una proteica sintomatologia clínica como también variedad en las lesio­nes 12-16-2-1-28-51-55-SJ-85-91 por lo que en algunas ocasiones se la considera de 
difícil diagnóstico.
INFECCION
En el texto que precede este Apéndice se han señalado aspectos de la infec­ción natural; esta se produciría de diversas maneras aunque sobre este punto se necesitan más investigaciones ya, que no está claro el conocimiento que se pose” acerca del momento y tiempo inmediato en que se produce la infección, como tampoco se posee un registro apropiado, sobre suficiente jiúmero de animales, para interpretar el efecto de variaciones individuales en relación con la susceptibilidad.
También se necesita más información sobre la infección natural acerca ds 
1.1 distribución y replicación del virus después de su ingreso en un equino suscep­tible o poco susceptible, por una determinada vía de penetración y de los mecanis­mos que se movilizan en la producción de anticuerpos específicos —completos o incompletos— que de alguna manera sean capaces de reaccionar con el antígeni.. tt'nto “in vivo’’ como “in vitro”.
Faltan más datos acerca de como el virus AIE gana acceso a las células susceptibles y principalmente sus requisitos en cuanto a concentración para obte­ner el ingreso a las células a través de las barreras antivirales.
Ciertamente se ignora bastante acerca de la actividad patogénica inicial del virus de la AIE en el huésped natural susceptible lo que se debe en parte a que para realizar estudios en este campo es preciso contar con muchos elementos humanos y materiales para poder sostener generalizaciones explicativas. Mientras esto no ocurra el conocimiento de la infección natural de la AIE tendrá bastantes lí'gunas y tales consideraciones merecerían ser tenidas en cuenta cuando se trata el diagnóstico específico de la AIE por método serológico.
En cuanto a la infección experimental se ha comprobado que después de la inoculación de una dosis apropiada de virus activo, se produce generalmente un período de incubación de aproximadamente 10 a 14 días en que los inoculados pueden encontrarse aparentemente normales presentando luego una elevación de temperatura 1,5°C-2,5CC aproximadamente, la que puede durar varios días. Es­tos ciclos térmicos suelen repetirse, pero para el presente estudio debe destacarse que. en el momento en que el animal se halla en el primero de ellos habría sufi­ciente virus en el bazo como para permitir su utilización en la preparación del antigeno según C-N. En ese momento el animal infectado presenta síntomas, aun­que a veces no muy típicos, existe virus circulante y se convierte en un elimi­nador de virus que debe ser mantenido y controlado apropiadamente.
ANTIGENO
Eji la preparación del antígeno con pulpa esplénica según Norcross y Cog- gi„s 5-6-8-75 se inoculan ponics con virus AK (cepa Wyoming); luego de 8 a 11
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días post inoculación y de 3 a 5 días de comprobar fiebre alta se sacrifican y se extraen los bazos, previa inoculación de adrenalina. La pulpa esplénica se pica, congela, descongela y se mezcla con un volumen igual (p/v) de buffer fosfato en solución fisiológica de pH 7.2; se homogeiniza y centrifuga a 27.000 g du­rante 30 minutos descartando el precipitado; el líquido sobrenadante se lleva a50 % de saturación con un volumen igual de (NH,)2S04 a 5C|C y se centrifuga nuevamente a 27.000 g durante 1 hora descartando el sobrenadante; el precipitado se disuelve en una cantidad .mínima de suero fisiológico-buffer fosfato pH 7.2 y se centrifuga a 105.400 g durante 30 minutos; el sobrenadante contiene el antí geno crudo.
El antígeno crudo se purifica por electroforesis (modelo FF4. Brikmann Ins­truments, Inc., Westbury, N. Y.) en el que el antígeno es continuamente agre­gado en la cámara a razón de 1.7 mi por hora. En estas condiciones queda su­jeto a un campo eléctrico de 200 ma por alrededor de 10 minutos. El buffer en lacámara de separación es tris (hidroximetil) aminometane (tris)-citrato 0.008M/ pH 8.6, regulando la temperatura a ÍO^C.
Las fracciones conteniendo antígeno son combinadas, dializadas y liofilizadas para su concentración, efectuándose nuevos ciclos de purificación.
El antígeno se concentra por liofilización una segunda vez y se pasa porcolumna (2,5 por 100 cm) de Sephadex G 200; 0,5 mi de antígeno se agrega píjr el flujo ascendente y la filtración se realiza con tris - 0,5 M NaCl buffer a pH 7,2; el flujo se mantiene a razón de 0,5 ml/minuto y el efluente se con­trola continuamente a 280 mm con un aparato LKB Unicord con registro. Las muestras ccn actividad antigénica, según prueba de inmunodifusión. se dializan, se concentran por liofilización y se utilizan para efectuar las siguientes pruebas: gradiente de densidad, mediciones por ultracentrifugación, punto isoeléctrico, ter- mocstabilidad, filtración, fijación de complemento e inmunodifusión.
Se sabe que la actividad antigénica se pierde cuando e3te antígeno se man­tiene 60°C-30 minutos y se reduce a 45°C-30 minutos; que el antígeno filtrado por membrana de 1 ; a no es infeccioso, siéndolo en cambio si no se filtra; quc su tamaño se calcula en el orden 2.1 S. su peso molecular en 27.500 y que por ello no corresponde al de antígenos vinales entre 110 y 120 S.
Los sueros sanguíneos de elevado título precipitante probados con estos an­tigenes a veces dieron bajos títulos por fijación de complemento (FC) y aim negativos. Los sueros de animales infectados experimentalmente, 90 días post in­fección, dieron FC negativa, aún cuando los mismos sueros fueron PC positivosen los estadios iniciales de la infección (1er. mes).
Se considera que se ha hallado un diminuto antígeno específico para AIE. Este antígeno exhibe algunas similitudes con la asociación virus-antígeno, fenó­meno descripto en fiebre aftosa por Covvan y Graves (Virology 30 (1966) 528- 540) quienes piensan que podrían ser formados por componentes de células nor­males alteradas por la infección o por una posible enzima implicada en la re-plicación viral.
PRECIPITACION
La reacción precipitante según Outchterlony 70 se conoce como procedimien­to de doble difusión en gel debido a que el antígeno migra desde un área hacia e] anticuerpo y que éste, a su vez, migra desde la suya hacia el antígeno; es ¿sí que cuando se emplea un anticuerpo frente a su antígeno homólogo puede observarse una reacción ostensible que se presenta después de un tiempo pruden­
63
16
cial y que se traduce por una línea blanquecina que ocupa un lugar en el agar entre el antígeno y el anticuerpo. A veces la complejidad antigénica da origen frente a sus correspondientes anticuerpos, a la aparición de más de una línea o bíiiida de precipitación. En otras oportunidades entre antígenos y anticuerpos se observa la aparición de bandas no específicas, las que se hallan situadas en si­tios diferentes al de las específicas por lo que las lineas de precipitación respecto de los controles no coinciden o se cruzan. También pueden no presentarse ban das de precipitación lo que puede ocurrir cuando antígeno y anticuerpo 110 se corresponden o cuando las proporciones de antígeno y anticuerpo homólogos no son óptimas.
En las figuras 1 al 10 se presenta parte de lo expresado.
Para llevar a cabo el método de C-N se requiere disponer del antígeno y del anticuerpo específico los cuales deben reaccionar en forma ostensible. En las figuras 1 al 10 el antígeno está indicado como Ag y el anticuerpo específico como: I y II; a partir de las bandas precipitantes formadas entre estos reactivos se controlan otros similares desconocidos, por ejemplo sueros sanguíneos de ani­males sospechosos o no de AIE.
Ei gel de agar debe estar contenido en un recipiente límpido y transpa­rente que no presente rayaduras; para ello se eligen cajas de Petri de vidrio o plástico de diferentes diámetros. Es usual emplear cajas de aproximadamente10 cm de diámetro ya que en ellas pueden realizarse varias pruebas. En la fi­gura D se indica la posibilidad de probar 16 sueros (S) diferentes y 8 sueros tes­tigos (I y II) frente a 4 receptáculos conteniendo antígeno (Ag).
A cada caja de Petri. estando en una superficie nivelada, se agrega una capa de agar buffer borato (duro) de fórmula:
Acido bórico (H3 B03) 9 g
Hidróxido de Sodio (NaOH) 2 g
Agar de buena calidad 2 g
Agua destilada 100 mi pH 8.6
Ecta capa de agar tiene por objeto formar un fondo plano con un espesor de aproximadamente 1 mm (cajas de Petri de 10 cm de diámetro con 6 mi de agar fundido a 60C|C que se deja gelificar), las que se pueden mantener, evitando evaporaciones excesivas, hasta 3 remanas y quizá más a 4-8°C.
En el momento en que se desean realizar pruebas de precipitación, a la caja ^e le agregan de 15 a 17 mi de agar buffer borato (a unos 60°C) al 1 % (blan­do) formándose así una segunda capa de agar que se deja gelificar (figuras A1. 2, 3 y 4.
Con un sacabocados de 7 mm de diámetro se perforan los receptáculos pre sionando de tal .manera que solamente se interese la capa de agar blando. Esto 
se realiza marcando un receptáculo central rodeado, a una distancia de 3 mm, de6 receptáculos. En el agar contenido en una caja de 10 cm de diámetro esto se puede repetir 4 veces con lo que se dispondrá de hasta 28 receptáculos (figura D).
Una vez perforados los receptáculos, se retira el agar contenido dentro dj cada uno de ellos usando un alambre en asa o mediante aspiración suave cotí líia bomba de vacío cuidando que la presión negativa 110 separe las 2 capas de agar; una vez retirado el agar quedan a la vista los receptáculos.
No es aconsejable usar cajas con las 2 capas de agar preparadas con más de 48 horas, puesto que esto 110 favorece los resultados finales.
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Como conservador del agar buffer-borato puede utilizarse merthiolate aun­que en el tiempo normal de lectura, en general, no se produce contaminación entorpecedora.
Al terminar las pruebas las cajas deben ser esterilizadas puesto que hay virus activo en el antígeno y también este puede hallarse en los sueros en ensayo.
En la prueba de C'-N el antígeno (Ag) se coloca en el receptáculo centraly los sueros testigos en 3 de los 6 receptáculos o sólo en 2 de ellos (I y II) tal como aparecen en las figuras 1 al 10. Los sueros en prueba se ubican en losi estantes receptáculos.
El llenado de estos debe hacerse de tal manera que no se produzcan des­bordes y tanto para el antígeno como para los sueros testigos deberán respetarse las proporciones que indiquen las pruebas a que ambos reactivos deben someterss o las dadas por los fabricantes. En nuestro caso seguimos las indicaciones apor tadas por nuestros protocolos y cuando se emplearon antígenos preparados por otras personas nuestros resultados muchas veces resultaron coincidentes.
Introducidos los reactivos en los receptáculos, las cajas se incuban aproxi­madamente a 25’°C en cámara húmeda haciéndose las lecturas cada 24 horas durante aproximadamente 6 dias. Por lo general entre 48 y 96 horas se obtienen resultados, excepcicnalmente estos varían después de 96 horas; a veces se apre­cian resultados a las 24 horas y aún antes.
'Es conveniente hacer las lecturas frente a una fuente luminosa suficiente,imprimiendo suaves desplazamientos giratorios a la placa y colocándola en di­ferentes ángulos con respecto a la fuente de luz. que incidirá, de abajo hacia arriba.
En las apreciaciones será necesario poseer alguna experiencia, aconseján­dose el entrenarse en la lectura de resultados.
Para la repetición de pruebas son útiles los antecedentes clínicos, epizoo^ tiológicos, bioquímicos y hematológicos.
PRUEBA DE REACTIVOS
Sin entrar a detallar fundamentos de la reacción de precipitación se puede expresar que es conveniente tener conocimiento previo del comportamiento dé­los reactivos que se harán interaccionar; es asi que se afrontarán diluciones del tntigeno a diluciones del anlicuerpo para conccer las concentraciones óptimas de uso.
ANTICUERPO ESPECIFICO ADtisLie:o AIE)
AntígenoAIE Sin diluir 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64
Sin diluir Diluido 1:2 1:3\A
+ + + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ H- + +
1 1 
+ + 
1 1 
+ +
1 1 
+ 1
lili1:5 — — — — — —
En este caso, con respecto a la valoración de anticuerpos para sueros que sobrepasan 1:16, es conveniente realizar interpolaciones puesto que un suero que
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sea positivo 1:32 y negativo 1:64 puede ser positivo hasta 1:50 y siendo así el valor 1:32 está alejado de éste.
Les reactivos se utilizarán de acuerdo a los resultados; es decir que según el protocolo precedente sería inadecuado emplear antígeno específico diluido 1:4o suero testigo diluido 1:32 pero sería apropiado usar antígeno 1:2 y suero tes­tigo 1:4 ó 1:8.
Los reactivos deben conservarse a baja temperatura (de 0°'C a —20°C) y para evitar congelarlos y descongelarlos repetidamente deben fraccionarse en alí­cuotas.
ANOTACIONES COMPLEMENTARIAS *
—Equinos susceptibles inoculados con sangre de caballos C-N: + no siempre presentaron ATE. Cuando esto ocurrió se ha pensado en posibles errores meto­dológicos.
- En experiencias de infección de equinos con virus AIE pudo demostrarse pre­sencia de anticuerpos específicos (C-N: +) ya a les 14 días de la inoculación, si bien esto no fue frecuente; también se ha demostrado que la primera apa ricián de anticuerpcs específicos recién puede ocurrir 45 días después de la inoculación viral (1 caso sobre 57). Después de 21 días de la inoculación in­fectante se obtuvo, en 65 %, C-N: +, a los 28 días 88 % y a los 35 días 93 por ciento.
—Si bien en la inoculación de equinos susceptibles con virus activo AIE no siempre se presentan evidencias clínicas de AIE, en uno de los ensayos cum­plidos todos les animales produjeron anticuerpcs específicos (C-N: + ) dentro de les 45 días. Uno de los animales inoculados con la sangre de un equino C-N: — (negativo) y clínicamente sano, resultó infectado y C-N: ■+. Esto sir­ve para advertir acerca del peligro de emplear la sangre de “donadores” no suficientemente fiscalizados.
—Les fracasos que se comprueban en la serología específica de AIE pueden tener satisfactorias explicaciones aún cuando algunos de estos puedaa originar pérdidns cuantiosas.
—Cuando a una prueba, como la de C-N. se le atribuye un elevado porciento de seguridad (superior al 90 %) puede tenerse como satisfactoria para ciertos pro­pósitos aún cuando el porciento de inseguridad, si bien bajo, pueda no ser todo lo tranquilizador que se desea para ciertas circunstancias.
—La seguridad que pueda atribuirse a la prueba de C-N deberá estar basada en un amplio conocimiento de su funcionamiento en los casos de infección natu­ral y experimental, agregando ios factores que en ellas puedan incidir y con apropiados muestreos.
—En casos de AIE. de curso agudo, ocurridos en la infección natural, pueden observarse reacciones de C-N negativas, dudosas y positivas. Las reacciones po­sitivas pueden presentarse como débiles, aunque en el mismo animal después de alrededor de 15 días la reacción suele presentarse franca.
—En portadores inaparentes de AIE, la prueba de C-N —generalmente— da re­sultados dudosos o positivos lo que implica la posibilidad de hallar resultados negativos.
* Surgidas de la bibliografía y propias del autor.
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—En casos de infección natural de AIE. cíe cursos sub-agudo o crónico, la prue ba de C-N —generalmente— es positiva aunque pueden registrarse resulta­dos dudosos y con menos frecuencia negativos.
—Cuando un potrillo lactante, cuya madre es C-N negativo, presenta C-N: +, es probable que se encuentre infectado, aunque esto deberá decidirse detenida­mente tanto para juzgar a la madre libre de AIE como para decidir si el po­trillo está infectado.
—Puede ocurrir que potrillos lactantes nacidos de madres C-N: -f- al nacer sean C-N: — (negativos) pero después de la ingestión de calostro con anticuerpos es pecificos presenten reacción C-N: + sin que por ello estén infectados y esto puede, ocurrir hasta 5 meses después de la mencionada ingestión. Las pi-uebas de 'C-N durante este lapso varían de dudosas a positivas, débiles y negativas.
—Cuando la madre y su hijo lactante presentan reacción C-N: +, la yegua se considera con AIE, pero con respecto al hijo habrá que aclarar la situación ya que puede no estar infectado. Para ello se fiscalizará serológicamente en el destete y a los 30 días de ocurrido éste y aún después de los 30 días.
-—Cuando se observan reacciones C-N dudosas o muy débiles, es aconsejable re­petir las pruebas con la misma muestra y si persisten extraer nuevas muestras en ayunas y sin tratamientos terapéuticos, 15 a 20 días después.
—Animales con sintomatolegía de AIE y C-N: +• Que alcanzan la recuperación clínica, pueden —excepcionalmente— presentar reacciones C-N: — (negativa) siendo así indistinguibles de sanos; en repeticiones la prueba C-N puede pre­sentarse dudosa, débil o positiva. Ln sangre de estos animales contiene virus activo.
—No hay que asombrarse que caballos ganadores de carreras, salto, trote, etc., y en actividad estén infectados ccn AIE y su sangre produzca la muerte de equinos susceptibles.
—La persistencia del anticuerpo específico AIE en sujetos que han padecido AIS puede no ser 100 %, aplicando C-N.
—El diagnóstico específico de la AIE ha mejorado con la introducción del antí- geno según C-N o con antígenos preparados “in vitro”. Para conducir e inter­pretar las pruebas se requiere experiencia, salvo esto, el resto no es mayor­mente complicado.
—En AIE la sospecha clínica es de valor pero el diagnóstico ds certeza viene del laboratorio que, entre otras cosas, puede incluir la serología.
—Cuando se hacen valoraciones del anticuerpo específico para AIE en el suero sanguíneo, según C-N, puede comprobarse que o no se detecta o que su con­tenido fluctúa. Esto se observa en casos de infección experimental donde las fiscalizaciones se repiten ccn menos de 1 semana de intervalo y durante lap­sos no menores de 4 meses. Es aconsejable disponer de suficientes datos antes de tentar generalizaciones y no debe desecharse la posibilidad que, en un mis­mo caso subagudo, crónico o inaparente, el anticuerpo en un determinado mo­mento no sea revelado.
La edad, raza, vía de inoculación, dosis, cepa de virus, estado del animal re­ceptor y condición ecológica, influyen en la reproducción experimental de la AIE y en la detección del anticuerpo específico.
Aunque aún no se ha demostrado comunidad antigénica en AIE. ésta lia sido frecuentemente demostrada en otros organismos vivos, taxonómicamente cerca­nos o no.
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—El empleo de la prueba C-N puede ser de ayuda en epidemiología; cuando se aplica suelen surgir más animales infectados de los que se supone. Si del es­tudio surge una incidencia del 1%0 esta puede ser baja. Si se señala 27 % 46 %. 90 % y 95 % el dato es poco alentador en el aspecto epidemiológico y deplorable para la explotación como negocio.
—En Canadá sobre 12.000 equinos se comprobó por C-N 6 % de incidencia en 1971 y 2 % sobre 20.000 equinos en 1972; en F.E. UU. 3 % sobre 100.000 muestras de suero; en Japón 1,4 '% sobre 2.000 equinos.
—En 3 animales sobre 12 de la delegación argentina que concurrió a Munich se halló AIE.
—El uso de los datos de incidencia es un arma de doble filo.
—La presencia de un enfermo o ur¡ infectado de Al£ en un conjunto de equinos, lio significa necesariamente el contagio inevitable de los restantes, si se actúa como corresponde. El veterinario es el indicado para actuar.
—El antigeno de C-N debe ser manejado con precauciones, al realizar pruebas como durante su preparación, en razón de que en él interviene una cepa de virus de AIE exaltada en su virulencia. Esta cepa mereceria estudios de ho­mologación con el o los virus naturalmente hallados en Argentina.
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Técnica de OuchUrrlony
Figura A.
—Preparación de las capas de agar en caja de Petri para hacer los receptáculos donde se introducirán los reactivos: antígeno, anticuerpos específicos para con­trol y sueros en prueba (1, 2, 3 y 4).
Figura tí
—Diámetro de los receptáculos y distancia entre ellos.
Figura C.
—Sin reacción-, receptáculo con antigeno equino (AgEq) frente a receptáculo con anticuerpo no especifico (AcX).—Reaccicn específica: receptáculo con antígeno equino frente a receptáculo con anticuerpo específico (Ac. Eq); a determinada distancia, banda de precipita­ción.—Reacción no específica: receptáculo con antigeno equino frente a receptáculo con un reactivo no específico (Ac. V.); 2 bandas de precipitación, ubicación diferente respecto a las de antígeno y anticuerpo homólogo.
Figura D
—Parte superior. Distribución de receptáculos en una caja de Petri de 10 cm de diámetro.—Parte inferior. Ejemplo donde en el receptáculo central se coloca el antígeno (Ag. Eq ), los receptáculos I y II (Ac. Eq.) contienen el anticuerpo espe­cífico sirviendo para control y los restantes receptáculos sirven para in­troducir reactivos a ser probados (sueros: cerdo, vaca, conejo y perro). Se producirá reacción solamente entre e) antígeno y su correspondiente anticuerpo.
Cursc<s de la enfermedad y datos serniológitos.
Figura F.
—Equino con sintomatologia clínica de AIE (curso agudo).Temperatura, hemutocrito y hemoglobina (según J. A. Pearson).
Figura F
—Equino con sintomatologia clínica de AIE (curso subagudo).Temperatura, hematocrito y hemoglobina (según J. A. Pearson).
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Figura G
—Equino con sintomatologia clinica (curso crònico) de AIE.Temperatura, hematocrito y hemoglobina (según J. A. Pearson).
Figura H
—Infección experimental de un equino con virus AIE. Producción y valora ción de anticuerpos específicos (según B. Toma y col.) .
Figura I
—Inoculación experimental de un equino con virus AIE. Aparición de anti­cuerpo especifico 21 días después y hasta su muerte aplicando el procedimien­to de Coggins-Ncrcross (según Toma y col.).
Interpretación de resultados 
Figura N'-1 1.
Sueros controles I y II: reacción precipitante 1 sola banda visible. S: sueros equinos en prueba; 1. 3 y 4: Negativos; 2: Positivo.
Figura A;" 2.
Sueros controles I y II: reacción precipitante 1 sola banda visible. S: 5. 6,7 y 8: Negativos. La banda que aparece en 7 no coincide con la del con­trol II y se cruza con la de ést? por lo que debe considerarse inespecífica.
Figura N'-‘ 3.
Sueros controles I y II: reacción precipitante 1 sola banda visible. S: 9. 10.11 y 12: Negativos. Las 2 bandas visibles que se observan en el S: 10 no son específicas.
Figura TV9 4.
Sueros controles I y II: reacción precipitante 2 bandas visibles. S: 14 y 17precipitación dudosa; se aconseja repetir. Banda ancha en 17 algo difusa, nose aprecia bien la coincidencia con el control I; en 14 dudosa coincidencia de bandas con el control I. S: 15 y S: 16: Negativos.
Figura Nv 5.
Sueros controles I y II: reacción precipitante 1 banda visible. S: 18, 19, 20y 21: Negativos; sin embargo se treta de casos experimentalmente infectadoscon virus AIE de 14, 28, 43 y 31 días de evolución en los que los anticuer­pos específicos aún no han aparecido como para dar origen a pruebas pre­cipitantes positivas.
Figura /V9 6.
Sueros controles I y II reacción precipitante 2 bandas especificas visible? (Banda C cercana al suero control; Banda G cercana al antigeno).S: 2i2 y 24: Casos positivos. S: 23 y 25: Negativos.
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Figura N? 7.
Sueros controles I y II reacción precipitante 1 banda visible. S: 26: caso positivo, bandas coincidentes.S: 28 y 29: Casos negativos.S: 27 se obtendrán reacciones especificas (exceso de anticuerpo).
Figura /V9 8.
Controles I y II: presencia de 1 banda precipitante especifica. S: 30, 31 y 32: casos negativos. En S: 31 se observa una banda precipitante inespecífica que se cruza con el suero control II.S:'; 33 corresponde a un caso de AIE. Se produce una coincidencia con labanda del control I solamente en el extremo de contacto. Se trata de unabanda incompleta debida a que el suero 33 contiene poco anticuerpo especí­fico. En la repetición la prueba se hace positiva franca.
Figura N9 9.
Controles I y II reacción precipitante con 2 bandas visibles.S: 41 y 42: casos negativos.S: 43y 44: casos positivos; reacción solamente con la banda cercana al ari- tígeno.
Figura N9 10.
Controles I y II, reacción precipitante 1 banda visible.S 53, 54. 55 y 56: suero correspondiente a un caso de infección experimental (EB. Zai) probado: puro, 1:2, 1:4 y 1:8.En 53 y 54 (exceso de anticuerpo específico) en 55 y 5:6 el mismo suero produce una franca precipitación específica en coincidencia con las bandas precipitantes de los controles.
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